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D-アミノ酸脱水素酵素（D-amino acid dehydrogenase: 
DADH; EC 1.4.99.1）は, 酸化的脱アミノ反応によっ
て D-アミノ酸をケト酸とアンモニアに分解する反
応を触媒する（He et al., 2011; Olsiewski et al. 1980; 




学的 D-アミノ酸酵素分析法が検討されている.  
 生物が主に利用する L-アミノ酸の鏡像異性体であ







進んでおり（Nishikawa, 2011; 上里, 2013; Katane & 
Homma, 2011; D’Aniello et al., 2005）, D-アミノ酸は非
常に有用な診断マーカーとして期待されている.  




に至っていない. また, 安定性の高いDADHとして, 
高度好熱菌や超好熱性アーキア由来のものが報告さ
れているが（Satomura et al., 2002; Satomura et al., 
2014）, 常温での活性が非常に低いことが課題とな
っている. 
 私たちはこれまで, Geobacillus kaustophilus JCM 
12893のゲノム中にコードされている推定DADH遺
伝子（Locus tag: GK1399）の機能解析を目的とし, 組
換えタンパク質の発現系の構築に取組んできた（菅
澤, 2015）. G. kaustophilus JCM 12893は生育温度範囲
が 42 74°C, 最適生育温度が 60°C の中等度好熱菌
であり, 高い安定性と酵素活性を有したDADHを見
近年, D-アミノ酸は様々な疾患の診断マーカーとして利用できる可能性が報告されており, 安価で簡便な新規 D-アミノ酸分析法が求
められている. 私たちは D-アミノ酸脱水素酵素を利用した新規 D-アミノ酸酵素分析法を開発することを目的とし, 中等度好熱菌
Geobacillus kaustophilus JCM 12893由来の推定 D-アミノ酸脱水素酵素遺伝子 (Locus tag: GK1399) の発現タンパク質の酵素学的機能
解析を行っている. 本研究では, まず, 大腸菌において発現させた GK1399 組換えタンパク質を, Ni アフィニティーカラムクロマト
グラフィーと熱処理によって高度に精製することに成功した. 次に, この精製酵素を用いて, 本酵素のアミノ酸脱水素酵素活性にお
ける基質特異性を検討した結果, D-プロリン, グリシン, D-2-アミノ酪酸, D-ロイシン, D-メチオニン, D-ノルロイシン, D-ノルバリン, D-
トリプトファンに対して活性を示すことが明らかとなった. 
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Eacherichia coli BL21（DE3）（La Jolla, CA）を用い






E. coli BL21（DE3）を pET21a_GK1399を用いて
形質転換した後, 形質転換株を 1 Lの LB培地（100 
µg/ml アンピシリン含有）にて, 37°C で振盪培養し
た. 培養液の OD600値が 0.5に達した時点で, 終濃度
1 mMの isopropyl-β-D-thiogalactopyranosideを添加し, 
37°C で 3 時間の振盪培養を行った. その後, 菌体を
遠心分離（6,500 × g, 10 分間, 4°C）にて集菌した.  
 得られた菌体（湿重量 2.0 g）を 20 mLの Ni アフ
ィニティーカラム用緩衝液 A（50 mM りん酸 Na緩
衝液（pH 7.9）, 0.5 M NaCl, 5 mM イミダゾール, 1 
mM 2-メルカプトエタノール）に懸濁し, 超音波破砕
機を用いて溶菌した. 菌体破砕液を遠心分離（10,000 
× g, 30 分間, 4°C）し, その上清を粗酵素液とした. 
組換えタンパク質の精製
 粗酵素液中の目的組換えタンパク質を, まず, Ni
アフィニティーカラムクロマトグラフィーによって
精製した. 粗酵素液を Ni-NTA agaroseカラム（直径, 
1.5 cm; 長さ, 5.75 cm）にアプライし, Ni アフィニテ
ィーカラム用緩衝液B（50 mM りん酸Na緩衝液（pH 
7.9）, 0.5 M NaCl, 60 mM イミダゾール, 1 mM 2-メル
カプトエタノール）にてカラムを洗浄した. 続いて, 




認し, 該当画分を一つにまとめ, 透析用緩衝液（10 
mM りん酸 Na緩衝液（pH 7.2）, 0.1 mM 2-メルカプ
トエタノール）を用いて透析を行った.  
 次に, 熱処理によって目的組換えタンパク質の精
製を行った. 上記の透析後の酵素液を 60°Cで 30 分
間インキュベートし, 冷却後, 遠心分離（10,000 × g, 




1 mm）は Laemmli の示した手法を用いて行った
（Laemmli 1970）. 電気泳動後のタンパク質の染色
には Coomassie brilliant blue R-250を用いた. タンパ
ク質濃度の測定は Bradford 法にて行い, ウシ血清ア
ルブミン換算でタンパク質濃度を算出した











表 1 活性染色反応液組成 (5.00 mL / 1本)
1 M りん酸 Na 緩衝液 (pH 8.0) 1.50 mL 
100 mM 基質 0.50 mL 
50 mM FAD 0.10 mL 
0.4 mM mPMS 0.50 mL 
1 mM INT 0.50 mL 
H20 1.90 mL 
注 mPMS：1-Methoxy-5-methylphenazinium methylsulfate 
  INT: Iodophenyl nitrophenyl phenyl tetrazolium chloride
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れたタンパク質の分子量は約 40 kDa であり , 
GK1399発現タンパク質の推定分子量39.97 kDaと一
致した. また, 精製酵素において D-プロリン（D-Pro）
を基質とした DADH 活性を検出した（図 1B）. 結
果として, 遺伝子組換え大腸菌 2.0 g から精製酵素
8.5 mgを得ることができた. 
図1  A:精製酵素のSDS-PAGE及びB:酵素活性の検出 





ける基質特異性を, 精製酵素（217 µg）と 21種の L-
アミノ酸及び 21種の D-アミノ酸, グリシン（Gly）






図 2  GK1399 組換えタンパク質の脱水素酵素活性に
おける基質特異性 
考察
 菅澤らの報告（菅澤, 2015）では, GK1399の発現
を誘導した組換え大腸菌の粗酵素抽出液を用いて, 
DADH 活性を検出しており, 本酵素は D-Pro のみに
活性を示し, D-Met, D-Nle, D-Trpには活性を示さない
という結果が得られている . 一方 , 本研究では
GK1399の発現タンパク質がD-Proを含めた7種類の
D-アミノ酸と光学活性を持たないグリシンに対して
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の活性も同様に検出される. しかしながら, 菅澤ら
の報告（菅澤, 2015）では, 本酵素は FADを含まな
い反応液でも活性を示すことから, 本酵素が mPMS
を電子受容体とする可能性を指摘し, そのことから, 
本酵素は D-アミノ酸酸化酵素ではなく DADH であ
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Substrate specificity of a putative D-amino acid dehydrogenase  
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D-Amino acids have recently been proposed as useful diagnostic markers because of the close relationships between D-amino acids and various 
diseases in humans. For a simple and rapid D-amino acid analysis using D-amino acid dehydrogenase, we have characterized the recombinant 
protein expressed from the putative D-amino acid dehydrogenase gene (Locus tag: GK1399) conserved in Geobacillus kaustophilus JCM 12893. 
In this study, first, the recombinant enzyme expressed in Escherichia coli was purified using Ni-affinity chromatography and heat-treatment. 
Next, the substrate specificity for the amino acid dehydrogenation activity of the recombinant protein was investigated. The substrates for this 
enzyme included D-proline, glycine, D-2-aminobutyric acid, D-leucine, D-methionine, D-norleucine, D-norvaline, and D-tryptophan.
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